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Verfahren zur reversen Transkription und/oder Amplifikation v on Nukleinsauren 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur reversen Transkription und/oder 
Amplifikation eines Produktes aus einer reversen Transkription eines Pools von 
Nukleinsauren eines bestimmten Typs, wobei dieser Pool von Nukleinsauren aus einer 
komplexen biologischen Probe Oder einer enzymatischen Reaktion stammt. 

Aufgrund der zunehmenden Spezifitat und Sensibilitat bei der Preparation von Nuklein- 
sauren, hat diese in den letzten Jahren nicht nur im Bereich der biotechnologischen Grund- 
lagenforschung, sondern verstarkt auch in medizinischen Bereichen, vornehmlich fur 
diagnostische Zwecke, stetig an Bedeutung gewonnen. Da viele molekularbiologische 
Applikationen die Separation bestimmter Nukleinsauren voneinander erfordern, liegt hierbei 
das Hauptaugenmerk auf der Verbesserung und/oder der Vereinfachung von Verfahren zur 
Trennung und/oder Isolierung von Nukleinsauren. Dazu zahlen insbesondere die Separation 
einzelner Nukleinsaure-Typen aus komplexen biologischen Proben und/oder aus Produkten 
enzymatischer Reaktionen. 

Hierbei werden die potentiellen Nukleinsaure-Quellen zunachst mit Hilfe an sich bekannter 
Verfahren aufgeschlossen. AnschlieBend werden die Nukleinsauren unter Verwendung von 
ebenfalls an sich bekannten Verfahren isoliert. Finden in der Folge derartiger Isolierungs- 
prozedere weitere Verfahrensschritte beziehungsweise Downstream-Analysen wie Trans- 
kriptions- und/oder enzymatische Amplifikationsreaktionen Anwendung, sollten die isolierten 
Nukleinsauren jedoch nicht nur frei von storenden Zellbestandteilen und/oder Metaboliten 
vorliegen. Urn die Spezifitat und Empfindlichkeit derartiger Applikationen zu erhohen, ist 
haufig noch eine zusatzliche Aufreinigung einzelner Nukleinsaure-Typen erforderlich. 

Unter unterschiedlichen Nukleinsaure-Typen im Sinne der Erfindung werden alle einzel- 
oder doppelstrangige Desoxyribonukleinsauren (DNA) und/oder Ribonukleinsauren (RNA), 
wie beispielsweise copy DNA (cDNA), genomische DNA (gDNA), messenger RNA (mRNA), 
transfer RNA (tRNA), ribosomale RNA (rRNA), small nuclear RNA (snRNA), bakterielle 
DNA, Plasmid DNA (pDNA), virale DNA oder virale RNA etc., und/oder modifizierte oder 
artifizielle Nukleinsauren oder auch Nukleinsaure-Analoga, wie Peptide Nucleic Acids (PNA) 
oder Locked Nucleic Acids (LNA) etc., verstanden. 
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Zur Analyse von Genexpressionsmustern insbesondere auf der Ebene von RNA sind 
zahlreiche Methoden bekannt. Neben diversen anderen Methoden zahlen reverse 
Transkriptions-Reaktionen mit Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) sowie Array-Analysen 
zu den am haufigsten angewandten Verfahren. Eine Gemeinsamkeit dieser Verfahren ist, 
dass die interessierende mRNA (bis auf Ausnahmen, z. B. durch direktes Labeling von RNA) 
nicht direkt gemessen wird, sondern zuvor in die entsprechende cDNA umgeschrieben wird. 
. Derzeit gangige Systeme weisen jedoch beim Arbeiten mit biologischem Material speziell im 
Bereich der Molekularbiologie und/oder der Diagnostik bereits an dieser Stelle ein 
grundlegendes Problem auf. 

Urn die interfessierende(n) mRNA(s) in der gewunschten Downstream-Analyse moglichst 
sensitiv messen zu konnen, muss bevorzugt auch nur diese RNA revers transkribiert 
werden. Da in vielen biologischen Ausgangsmaterialien, wie beispielsweise Gehirn-, Leber- 
oder Muskelgewebe, Vollblut, isolierten Leukozyten oder anderen biologischen Materialien 
sowie in Produkten enzymatischer Reaktionen jedoch bestimmte Transkripte in sehr hohen 
Kopienzahlen vorliegen (wie beispielsweise Globin mRNA Transkripte in RNA Praparationen 
aus Vollblut Oder rRNA Transkripte in alien Total-RNA-lsolierungen), werden beispielsweise 
durch unspezifisches Priming und/oder Mispriming auch diese RNA-Transkripte bis zu einem 
gewissen Grad revers transkribiert. Diese aus den sogenannten non-mRNA-Templates 
synthetisierten cDNAs sowie die aus den nicht interessierenden, gegebenenfalls uberexpri- 
mierten mRNAs hergestellten cDNAs verursachen jedoch eine wesentliche Verminderung 
der Empfindlichkeit der Downstream-Analysen der interessierenden mRNA(s). 

Zur Vermeidung von unspezifischem Priming und/oder Mispriming der non-mRNA-Templates 
werden in gangigen Verfahren zum Priming der reversen Transkription haufig handelsubliche 
oligo-dT-Primer verwendet, damit bevorzugt nur mRNAs revers transkribiert werden, die am 
3'-Ende einen poly-A tail aufweisen. Dennoch werden trotz der Verwendung von oligo-dT- 
Primern, durch unspezifisches Priming und/oder Mispriming auch andere RNA-Typen, wie 
beispielsweise rRNA, tRNA, snRNA etc., bis zu einem gewissen Grad revers transkribiert, so 
dass auch hier haufig eine Verminderung der Empfindlichkeit der Downstream-Analysen der 
mRNAs nicht auszuschlieBen ist. 

Diese unerwunschte reverse Transkription von non-mRNA-Templates, die nicht uber einen 
poly-A tail verfugen, wird derzeit haufig toleriert, da alternative Verfahren zur Abreicherung 
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von beispielsweise rRNA, tRNA und snRNA Transkripten sehr aufwendig und kostenintensiv 
sind, zu einem Sequenz-Bias fuhren, und haufig schlechte Ausbeuten aufweisen. 

Daruber hinaus erfordern viele Methoden zur Analyse von Genexpressionsmustern auf RNA 
Ebene, wie z. B. Array- Analysen, eine reverse Transkription der interessierenden mRNA mit 
einer anschlieBenden cDNA-Doppelstrangsynthese. Diese Doppelstrangsynthese ist 
notwendig, damit die so generierte doppelstrangige cDNA in einer nachfolgenden in vitro 
Transkription (IVT) amplifiziert und/oder gelabelt werden kann. Nach Beendigung dieser 
enzymatischen Reaktion enthalt auch hier der Reaktionsansatz neben der synthetisierten ds- 
cDNA noch die eingesetzte total RNA sowie cDNA Einzelstrange, an denen keine 
Doppelstrange synthetisiert wurden. Diese verschiedenen einzelstrangigen Nukleinsaure 
Typen werden ebenfalls mit in die nachfolgende IVT sowie in den Hybridisierungsansatz auf 
dem Array „verschleppt" und fuhren ebenfalls zur Verminderung der Signale auf dem Array. 

Um die Sensitivitat derartiger Applikationen zu erhohen ist eine zusatzliche Aufreinigung von 
DNA mit gleichzeitiger Abreicherung von RNA erforderlich. Zu den derzeitigen Verfahren zur 
Abreicherung der RNA aus einer Probe, die beide Nukleinsaure-Typen enthalt, zahlt der 
Verdau mit RNase. Hierbei muss jedoch die RNase als separates Enzym fur die 
Zweitstrangsynthese in einem zusatzlichen Pipetierschritt zugegeben werden, was derartige 
Verfahren sehr zeit- und kostenintensiv macht. Zudem kann die RNase nur teilweise wieder 
vollstandig aus der Probe entfernen werden. 

Zur Uberwindung der aus dem Stand der Technik bekannten Nachteile liegt der vorliegenden 
Erfindung die A u f g a b e zugrunde, ein effizientes Verfahren zur selektiven reversen 
Transkription und/oder Amplifikation der interessierenden Nukleinsaure(n) bereitzustellen, 
das die Herstellung einer hochreinen Nukleinsaure aus einer komplexen biologischen Probe 
bzw. einer enzymatischen Reaktion ermoglicht, die in einer gewunschten Downstream- 
Analyse moglichst sensitiv vermessen werden kann bzw. konnen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaR durch ein Verfahren zur reversen Transkription 
und/oder Amplifikation eines Produktes einer reversen Transkription eines Pools von 
Nukleinsauren eines Typs (A) aus einer biologischen Probe Oder einer enzymatischen 
Reaktion g e I 6 s t, gekennzeichnet durch die selektive UnterdrCickung der reversen 
Transkription mindestens einer unerwunschten Nukleinsaure des Typs (A) und/oder die 
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selektive Unterdruckung der Amplifikation eines Produktes einer reversen Transkription 
mindestens einer unerwunschten Nukleinsaure des Typs (A). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich insbesondere dadurch aus, dass durch die 
selektive Unterdruckung der reversen Transkription mindestens einer unerwunschten 
Nukleinsaure eine Typs (A), und/oder durch die selektive Unterdruckung der Amplifikation 
eines Produktes einer reversen Transkription mindestens einer unerwunschten Nuklein- 
saure eine Typs (A), welche in einem aus einer komplexen biologischen Probe oder einer 
enzymatischen Reaktion stammenden Pool von Nukleinsauren des Typs (A) vorliegt, be- 
stimmte Nukleinsauren des Typs (A) oder Amplifikationsprodukte dieser in hochreiner Form 
und frei von unerwunschten Nukleinsauren des Typs (A) oder deren Amplifikationsprodukten 
separiert werden. 

Biologischen Ausgangsmaterialien im Sinne der Erfindung sind komplexe biologischen 
Proben, wie beispielsweise Gewebeproben aus neuronalem, Leber- oder Muskelgewebe 
etc., isolierte Zellen (z. B. Leukozyten), Vollblut und/oder mit Vollblut kontaminierte Proben 
(z. B. Gewebeproben aus BlutgefaBen oder anderen stark durchbluteten Geweben) sowie 
andere biologische Materialien. Des weiteren fallen unter den Begriff biologischen 
Ausgangsmaterialien im Sinne der Erfindung ebenfalls die Produkte von enzymatischen 
Reaktionen, wie beispielsweise Produkte mindestens einer Nukleinsaure- 
Amplifikationsreaktion (z. B. einer IVT). 

Bei der Nukleinsaure des Typs (A) handelt es sich im Sinne der vorliegenden Erfindung um 
mRNAs, wobei diese naturliche oder aus In vitro Transkriptions-Reaktionen stammende 
mRNAs sein konnen. Ferner wird unter dem Begriff „unerwunschte Nukleinsaure des 
Typs (A) 11 im Sinne der Erfindung mindestens eine mRNA verstanden, die jeweils einen 
Anteil von 20% oder mehr an der gesamt-mRNA ausmacht. Wie vorstehend bereits erwahnt 
konnen bestimmte unerwunschte mRNAs in Proben aus bestimmten Ausgangsmaterialien 
in sehr hohen Kopienzahlen vorhanden sein, wie etwa Globin-mRNAs in aus Vollblut 
isolierter RNA, Cytochrom-mRNAs in aus Muskelzellen isolierter RNA oder Myelin-mRNAs 
in aus neuronalem Gewebe isolierter RNA. Hier kann der Anteil dieser mRNA(s) auch mehr 
als 40% oder sogar mehr als 60% an der gesamt-mRNA ausmachen. 

Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass das erfindungsgemaBe Verfahren eine 
effiziente Unterdruckung der reversen Transkription mindestens einer unerwunschten 
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Nukleinsaure eine Typs (A), und/oder der Amplifikation eines Produktes einer reversen 
Transkription mindestens einer unerwunschten Nukleinsaure eine Typs (A), insbesondere 
von Globin-mRNA ermoglicht. Unabhangig davon, ob die Vollblutprobe zeitnah entnommen 
wurde, oder in einem Stabilisierungsreagenz aufgenommen und gelagert wurde. 

Vorteilhafterweise werden die im erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzten Blutproben 
zur Erhaltung des RNA-Status unmittelbar bei der Abnahme in ein Stabilisierungsreagenz 
uberfuhrt. Als Stabilisierungsreagenzien konnen beispielsweise bekannte Verbindungen, 
wie Tetra-Alkyl-Ammoniumsalze in Gegenwart einer organischen Saure (WO 02/00599/ 
QIAGEN GmbH, Hilden, DE) oder Guanidin-Verbindungen in einer Mischung mit einer 
Puffersubstanz, einem Reduktionsmittel und/oder einem Detergenz (WO 01/060517/ 
Antigen Produktions GmbH, Stuttgart, DE) verwendet werden. Eine derartige Vorgehens- 
weise ermoglichen Blutentnahmerdhrchen in denen das Stabilisierungsreagenz bereits 
enthalten ist (PaxGene / PreAnalytix, Hombrechticon, CH). 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen zudem die einzelnen 
Verfahrensschritte unterschiedlich gestaltet werden. Aufgebaut wird das erfindungsgemaBe 
Verfahren jedoch auf dem Verfahrensschritt a), der Durchfuhrung einer reversen Transkrip- 
tions-Reaktion einer RNA aus einer biologischen Probe oder einer enzymatischen Reaktion 
in Anwesenheit mindestens eines oligo-dT Primers. Optional konnen im Anschluss an a) die 
Verfahrensschritte b), die Durchfuhrung einer cDNA-Zweitstrangsynthese, und c), die Auf- 
reinigung der in b) gebildeten ds-cDNA unter gleichzeitiger Abreicherung aller einzel- 
strangigen Nukleinsauren aus dem Reaktionsprodukt von b) durchgefuhrt werden. Ferner 
kann nach a) und/oder b) und/oder c) eine Amplifikation der cDNA durchgefuhrt werden. 

Nach einer ersten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird der erste 
Verfahrensschritt (a) nach im Stand der Technik an sich bekannten Methoden mit gangigen 
Reagenzien, wie beispielsweise einer handelsubliche Reversen Transkriptase (z. B. 
Superscript II R77 I nvitrogen) sowie in Anwesenheit mindestens eines handelsublichen 
oligo-dT Primers (T7-oligo-dT 2 4 Primer / Operon, Koln, DE), durchgefuhrt. 

Wie bereits eingangs erwahnt, werden in gangigen Verfahren zur Verminderung der 
reversen Transkription der zum Typ (A) unterschiedlichen Nukleinsauren zum Priming der 
reversen Transkription haufig handelsubliche oligo-dT-Primer oder Derivate und/oder 
Fusionen aus oligo-dT-Primern, wie beispielsweise Primer mit Sequenzen fur einen T7- 
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RNA-Polymerase-Promotor am 5'-Ende und oligo-dT Sequenzen am 3'-Ende, verwendet, so 
dass bevorzugt nur mRNAs revers transkribiert werden, die am 3'-Ende eine poly- 
ASequenz aufweisen. Dabei handelt es sich bei den zum Typ (A) unterschiedlichen 
Nukleinsauren in Sinne der Erfindung im Wesentlichen urn anderer RNA-Typen als mRNAs 
(z. B. rRNA, tRNA, snRNA, gDNA sowie plastidare DNA), die sogenannten non-mRNA- 
Tempiates. 

Im Anschluss an den Verfahrensschritt a) kann dann optional eine cDNA-Zweitstrang- 
synthese mit einer an sich bekannten Methode, inklusive der gangigen Reagenzien, 
durchgefuhrt werden. So wird beispielsweise vor dem Start der Zweitstrangsynthese eine 
RNase H als separates Enzym zugegeben, wobei die nach der Erststrangsynthese an die 
cDNA hybridisierte mRNA durch die Aktivitat des Enzyms abgebaut wird (wahrend die nicht 
als Hybrid vorliegende RNA nicht Substrat fur die RNase H ist). Die Reaktion wird so 
durchgefuhrt, dass der RNase H-Verdau nur unvollstandig ablauft, so dass kurzere RNA- 
Fragmente verbleiben. Diese RNA-Fragmente dienen als Primer fur die nachfolgende 
Zweitstrangsynthese. 

Zur Vermeidung von zusatzlichen Pipetierschritten sowie zur Einsparung von Material etc. 
wird in einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaGen Verfahrens vorteil- 
hafterweise eine spezifische Reverse Transkriptase (z. B. LabelStar RT / QIAGEN GmbH, 
Hilden, DE) eingesetzt, die uber eine intrinsische Rnase H-Aktivitat verfugt, so dass die 
cDNA-Zweitstrangsynthese wesentlich schneller, einfacher und kostengunstiger 
durchgefuhrt werden kann (s. Beispiel 1). 

Nach Beendigung dieser enzymatischen Reaktion enthalt der Reaktionsansatz 
ublicherweise neben der synthetisierten ds-cDNA auch noch die eingesetzte gesamt-RNA 
sowie cDNA Einzelstrange (z. B. ss cDNA, virale cDNA etc.), an denen keine Doppelstrange 
synthetisiert wurden (u. a. deswegen, weil die Synthese des Zweistrangs nicht mit 100%iger 
Effizienz geschieht). Diese verschiedenen Nukleinsaure-Typen werden ohne einen 
effektiven Reinigungsschritt auch in eine nachfolgende Amplifikationsreaktion und/oder 
damit in den Hybridisierungsansatz auf dem Array mit „verschleppt". Wahrend der 
Hybridisierung konkurrieren dort die verschiedenen in Losung befindlichen unmarkierten 
Nukleinsauren mit den markierten cRNA Transkripten urn die Bindung an die Sonden auf 
dem Array. Weiterhin findet eine Kompetition der Sonden auf dem Array mit den in Losung 
befindlichen unmarkierten Nukleinsauretranskripten urn die Bindung an die markierten 
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cRNAs statt. Da das Gleichgewicht dieser Wettbewerbsreaktionen nicht komplett auf Seite 
der Hybridisierung der markierten cRNAs an die Sonden auf dem Array liegt, fuhrt die 
Gegenwart der unmarkierten Nukleinsauren zur Verminderung der Signale auf dem Array. 

Die ungewollte Hybridisierung eines oder mehrerer uberreprasentierter markierter oder 
unmarkierter Nukleinsauretranskripte an die Sonden auf dem Array kann weiterhin 
vermindert werden durch die Zugabe von unmarkierten Oligonukleotiden, die die revers 
komplementare Sequenz zu den unerwunschten Nukleinsauretranskripten aufweisen. Bei 
diesen revers komplementaren Oligonukleotiden kann es sich beispielsweise um in vitro 
transkribierte oder synthetisch hergestellte Oligonukleotide handeln. Durch die daraus 
folgende Verminderung der unspezifischen Hybridisierung uberreprasentierter Transkripte 
wird eine Steigerung der Sensitivitat der Array Analyse erzielt. 

Zu Vermeidung des „Verschleppens" der unterschiedlichen Nukleinsaure-Typen kann im 
Anschluss an Schritt b) eine konventionelle Aufreinigung des Reaktionsansatzes der 
enzymatischen Reaktion erfolgen. Der eigentliche Aufreinigungsschritt erfolgt beispielsweise 
durch den Einsatz von im Stand der Technik bekannten "Silica-Spin-Column Technoiogien" 
(z. B. mit dem kommerziell erhaltlichen GeneChip Sample Cleanup Module / Affymetrix, 
Santa Clara, US). Hierbei wird das Reaktionsgemisch nach der Zugabe eines chaotrope 
Salze enthaltenden Bindungspuffers zur Trennung uber eine handelsubliche Spinsaule (z. B. 
MinElute Cleanup Kit / QIAGEN GmbH, Hilden, DE) gegeben. Da es jedoch hierbei vielfach 
zu Verunreinigungen des Eluats durch „verschieppte" RNA aus der gesamt-RNA kommt, 
wird in gangigen Aufreinigungsverfahren zur Eliminierung der eingesetzte gesamt-RNA aus 
der Probe ein RNase-Verdau vorgeschaltet. Der RNase-Verdau ist jedoch durch das Mehr 
an Material und die zusatzlichen Arbeitsschritte sehr kosten- und zeitintensiv. Zudem kann 
die RNase nachfolgend nicht immer vollstandig aus der Probe entfernt werden, was 
beispielsweise bei einer anschlieBenden Amplifikation, in der die Probe mit RNA in Kontakt 
gebracht wird, ungunstigerweise zur Degradation dieser RNA fuhrt. 

Oberraschenderweise stelite sich heraus, dass der RNase-Verdau durch einen zusatzlichen 
Waschschritt im Anschluss an die Bindung der unterschiedlichen Nukleinsauren an das 
Saulenmaterial uberflussig wird. So kann der erfindungsgemaRe Verfahrensschritt c) nicht 
nur vorteilhafterweise eine vorgeschaltete Isolierung von mRNA ersetzten, sondern er 
ermoglicht gleichzeitig die Abreicherung aller einzelstrangigen Nukleinsauren (ss DNAs und 
RNAs) aus dem Reaktionsprodukt aus Schritt b), unter Aufreinigung der ds-cDNA. 
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Ferner wird durch den Einsatz des erfindungsgemaBen Waschschritts die Herstellung einer 
ds-cDNA mit einem hohen Reinheitsgrad ermoglicht, was zu einer enormen Steigerung der 
Empfindlichkeit in einer nachfolgenden GeneChip-Analyse ffihrt (s. Beispiel 10). 

Neben der Abreicherung einzelstrangiger RNA und cDNA kann durch Einsatz des 
erfindungsgemaBen Waschschritts auch sequenzspezifisch mindestens ein einzelstrangiges 
Nukleinsauretranskript von anderen einzelstrangigen Transkripten separiert werden. Hierbei 
werden die zur einzelstrangigen Zielsequenz revers komplementare Oligonukleotide 
verwendet, die mit der Zielsequenz ein doppelstrangiges Nukleinsaurehybrid bilden. Bei 
anschlieBender Aufreinigung unter Einsatz des erfindungsgemaBen Waschschritts werden 
alle nicht hybridisierten, und somit weiterhin einzelstrangigen Transkripte aus dem 
Nukleinsauregemisch separiert. 

Zur Aufreinigung der ds-cDNA werden gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren in 
Schritt c) zunachst die aus Schritt b) stammenden Nukleinsauren in ihrer Gesamtheit an eine 
Silicamatrix gebunden und anschlieBend die Silicamatrix zur Abreicherung der einzelstrangi- 
gen Nukleinsauren mit einem Guanidin-haltigen Waschpuffer gewaschen. Wurde bei der 
Durchfuhrung der reversen Transkription der gesamt-RNA mit oligo-dT Primern geprimt, so 
wurden vorrangig cDNA Molekule synthetisiert, die komplementar zu den mRNA Molekulen 
der Ausgangs-RNA sind (d. h. keine cDNA Synthese ausgehend von rRNA, tRNA, snRNA 
Molekulen). Nachdem die Reaktionslosung auf die Silica Spinsaulen gegeben wurde, oder 
zu dieser Silicapartikel hinzugegeben wurden, erlaubt nun das oben beschriebene Verfahren 
die Abreicherung aller einzelstrangigen Nukleinsauren in einem Waschschritt mit einem 
erfindungsgemaBen Waschpuffer. 

Vorteilhafterweise kann der erfindungsgemaBe Waschschritt in jeglichen Verfahren Einsatz 
finden, in denen eine Aufreinigung doppelstrangiger Nukleinsauren mit gleichzeitiger 
Abreicherung einzelstrangiger Nukleinsauren gewunscht ist. So kann der erfindungsgemaBe 
Waschschritt auch im Nachgang an den im Folgenden dargestellten optionalen 
Verfahrensschritt d) (der Durchfuhrung einer Amplifikation der cDNA) erfolgen. 

Die zur Aufreinigung verwendete Silicamatrix kann eine oder mehrere Silicamembran(en) 
oder Partikel mit einer Silicaoberflache, insbesondere magnetische Silicapartikel, umfassen, 
und in einer Spinsaule oder anderen gangigen Vorrichtungen zur Nukleinsaureaufreinigung 
enthalten sein. 
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Der fur den erfindungsgemaBen Waschschritt verwendete Guanidin-haltige Waschpuffer 
enthalt bevorzugt Guanidinisothiocyanat und/oder Guanidinthiocyanat, vorzugsweise in einer 
Konzentration von 1 M bis 7 M , besonders bevorzugt von 2,5 M bis 6 M und ganz besonders 
bevorzugt von 3 M bis 5,7 M. Als eine Alternative zu Guanidinisothiocyanat und/oder 
Guanidinthiocyanat, kann erfindungsgemaB ebenso Guanidin Hydrochlorid, mit einer 
Konzentration von 4 M bis 9 M, vorzugsweise von 5 bis 8 M. 

Als weitere Bestandteile kann der im erfindungsgemaBen Waschschritt eingesetzte Wasch- 
puffer eine oder mehrere Puffersubstanz(en) in einer Gesamtkonzentration von 0 mM bis 
40 mM und/oder ein oder mehrere Additiv(e) in einer Gesamtkonzentration von 0 mM bis 
100 mM und/oder ein oder mehrere Detergenz(ien) in einer Gesamtkonzentration von 
v 0 %(v/v) bis 20 %(v/v) enthalten. 

Der pH-Wert des Waschpuffers liegt bevorzugt im Bereich von pH 5 bis 9, besonders bevor- 
zugt im Bereich von pH 6 bis 8, wobei zur Einstellung des entsprechenden pH-Wertes 
gangige Puffersubstanzen (wie beispielsweise Tris, Tris-HCI, MOPS, MES, CHES, HEPES, 
PIPES und/oder Natriumcitrat), vorzugsweise mit einer Gesamtkonzentration der 
Puffersubstanzen 20 mM bis 40 mM, verwendet werden. 

Ferner konnen abhangig von den einzelnen Reaktionsbedingungen weitere geeignete 
Additive, wie beispielsweise Chelatbildner (z. B. EDTA, EGTA oder andere geeignete 
Verbindungen) und/oder Detergentien (z. B. Tween 20, Triton X 100, Sarcosyl, NP40 etc.) 
der Waschpufferzusammensetzung hinzugefugt werden. 



Die folgende Aufstellung zeigt bevorzugte Zusammensetzungen des im erfindungsgemaBen 
Waschschritt verwendeten Waschpuffers: 

- Waschpuffer 1 : 3,5 M Guanidinisothiocyanate * 

25 mM Natrium Citrat, pH 7,0 

- Waschpuffer 2: 5.67M Guanidinisothiocyanate * 

40 mM Natrium Citrat pH 7,5 
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- Waschpuffer 3: 5,0M Guanidinisothiocyanate * 
35 mM Natrium Citrat pH 7,5 



- Waschpuffer 4: 4,5 M Guanidinisothiocyanate * 
32 mM Natrium Citrat pH 7,5 



- Waschpuffer 5: 4,0 M Guanidinisothiocyanate * 

28 mM Natrium Citrat pH 7,5 

- Waschpuffer 6: 3,5 M Guanidinisothiocyanate * 

25 mM Natrium Citrat pH 7,5 



• Waschpuffer 7: 4,5 M Guanidinisothiocyanate * 
0,1 M EDTA, pH 8,0 

- Waschpuffer 8: 7,0 M Guanidin Hydrochloride, pH 5,0 

-Waschpuffer 9: 5,6 M Guanidin Hydrochloride 
20% Tween-20 



* Guanidinthiocyanate kann hierbei in Kombination mit oder anstelle von Guanidinisothiocyanate 
verwendet werden. 

Der vorstehend beschriebene Einsatz des erfindungsgemaBen Waschschritts kann somit zur 
Abreicherung von rRNA aus doppelstrangigen eukariontischen cDNA Syntheseprodukten 
Anwendung finden. Eine weitere Applikation ist die Separation einzelstrangiger viraler 
Nukleinsauren von eukariontischer oder prokaryontischer, doppelstrangiger genomischer 
DNA (s. Beispiel 4). 

Wie bereits erwahnt, ist der erfindungsgemaRe Waschschritt zur Abreicherung 
einzelstrangiger Nukleinsauren von doppelstrangigen Nukleinsauren fur diverse 
Downstream-Analysen vorteilhaft So konnten neben Array-Analysen auch die Sensitivitaten 
beispielsweise in Amplifikationsreaktionen oder anderen Anwendungen (wie beispielsweise 
Ribonuklease Protection Assays, Northern oder Southern Blot Analysen, Primer Extension 
Analysen etc.) gesteigert werden. 
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Oberraschenderweise ste.lte sich heraus. dass einerseits bereits die Durchfuhrung e.nze.ner 
Verlahrensschritte des erfindungsgemaBen Verfahrens die Reinheit der aus den 
unterschiediichen Proben gewonnenen interessierenden Nukieinsaure verbessert 
andererseits jedoch insbesondere die Kombination einzeiner Verfahrensschntte ,n 
unterschiedlicher Art und Weise synergetisohe Effekte erzeugt. die zur Herste.iung 
mindestens einer hochreinen Nukieinsaure des Typs (A) beitragt. 

Neben der Erhohung der Spezifitat durch spezifisches Priming von cDNA-Synthesen mit . 
einer entsprechenden Reversen Transkriptase, kann eine ungewo.lt hohe Anzahl 
vorhandener mRNA-Transkripte, wie beispieisweise G.obin-mRNA-Transkripte aus einer 
Vollblutprobe, von nachfolgenden Downstream-Analysen auch durch die Anwesenhe.t e.ner 
Molekul-Spezies zur Unterdruokung einer RT- und/oder Amplifikationsreaktion der 
ungewunschten mRNA Transkripte eliminiert werden. 

So konnen gemaB einer weiteren voneilhaften Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
die Verfahrensschritte a) und/oder d) in Anwesenheit mindestens einer Molekul-Spez,es zur 
selektiven Unterdruokung der reversen Transition mindestens einer unerwunschten 
mRNA und/oder zur selektiven Unterdruokung der Amplication der aus der /den 
unerwunsohten mRNA(s) hergesteiiten einzel- oder doppelstrangigen oDNA(s), durohgefuhrt 
werden. 

, m Verfahrensschritt a) binden die Molekul-Spezies an die unerwunschten Nukleinsauren 
des Typs (A) oder spalten diese, urn dadurch die reverse Transition der unerwunschten 
mRNAs zu verhindern. 

Unter Amplifikation im Sinne der Erfindung werden verschiedenen Reaktionstvpen, wie 
beispieisweise eine in vitro Transition, eine Polymerase Chain Reaction (PCR), e.ne 
Ligase Chain Reaction (LCR), eine Nucleic Acid Sequence-Based Amplification (NASBA) 
oder eine self-sustained Sequence Replication (3SR) etc. verstanden. 

Je nach Art der biologischen Probe oder des enzymatischen Reaktionsproduktes kann es 
von Vorteil sein, die Molekul-Spezies sowohl im Verfahrensschritt a), als auch nachfolgend 
im Verfahrensschritt d) einzusetzen. Dabei konnen die eingesetzten Molekul-Spezies m 
alien Verfahrensschritten gleich oder unterschiedlich sein. 
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GemaB einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
wird daher der Verfahrensschritt a) in Anwesenheit mindestens einer Molekul-Spezies zur 
selektiven Unterdruckung der reversen Transition mindestens einer unerwunschten 
mRNA durchgefuhrt, wobei die reverse Transition der uberreprasentierten Transknpte 
durch Binder, der Molekul-Spezies an diese mRNAs unterbrochen wird. Somit stehen d,ese 
Transkripte fur das cDNA Labeling, die Doppelstrangsynthese und/oder die nachfolgende 
Amplifikation nicht mehr zur Verfugung. 

Molekul-Spezies im Sinne der Erfindung konnen zur mRNA oder zu einem der cDNA- 
Strange komplementare DNA- oder RNA-Oligonukleotide (antisense-Oligonukleotide) oder 
deren Derivate, z. B. Oligonukleotide, enthaltend modifizierte oder artifizielle Nukleotide, 
Quencher, Fluorophore oder andere Modifikationen, in einer Lange von 10 b.s 60 
Nukleotiden, vorzugsweise 12 bis 30 Nukleotiden sein. 

ZusatzHch konnen die Molekul-Spezies ein zur mRNA oder zu einem der cDNA-Strange 
komplementares Nukleinsaure-Analogon sein, wobei als Nukleinsaure-Analogon auch 
modifizierte Nukleinsauren, wie PNAs (peptide nucleic acids), LNA (locked nucleic acids), 
und/oder GripNAs verwendet werden konnen. Hierbei bindet die Molekul-Spezies, welche 
zum sequenz-spezifischen Blocken eingesetzt wird, vorzugsweise in der 3'-Reg.on der zu 
blockierenden Nukleinsaure (der mRNA oder einem der cDNA-Strange). 

Als bevorzugte Molekul-Spezies werden PNAs die eine Lange von 12 bis 20 
Nukleotidanaloga, vorzugsweise von 13 bis 16 Nukleotidanaloga aufweisen (PE 
Biosystems, Weiterstadt, DE) und/oder GripNAs, die eine Lange von 12 b.s 30 
Nukleotidanaloga, vorzugsweise von 14 bis 20 Nukleotidanaloga aufweisen (ActiveMotrf), 
und/oder LNAs, die mindestens ein Nukleotid aufweist, welches ein 'locked nucleotide' ,st, 
und die eine Lange von 14 bis 30 Nukleotide, vorzugsweise von 15 bis 22 Nukleot.de, 
aufweisen (Operon, Koln, DE), verwendet. 

Alternativ zur Nutzung eines einzigen MolekQIs zur Sequenz-spezifischen Blockierung einer 
spezifischen Zielsequenz konnen auch mehrere Moleku.e komplementar zu versch.edenen 
Regionen innerhaib einer oder mehrerer spezifischen Zielsequenz(en) eingesetzt werden. 
Weiterhin kann es sich auch als vorteilhaft erweisen, ein einziges Molekul zur Sequenz- 
spezifischen Blockierung einzusetzen, welches gegen mehrere unterschiedliche Z,el-RNAs 
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Oder Ziel-cDNAs gerichtet ist, wenn das Molekul komplementar zu einer homologen Region 
verschiedener Ziel-RNAs oder Ziel-cDNAs ist. 

Wenn die Molekul-Spezies, welche zum sequenzspezifischen Blocken eingesetzt wird, 
beispielsweise zur Verhinderung einer Nukleinsaure-Polymerisation (z. B. einer RT) e.nge- 
setzt wird muss diese Molekul-Spezies an ihrem 3'-Ende eine Modifikation aufweisen (z. B. 
durch Acetylierung, Phosphorylierung, Carboxylierung oder andere geeignete Modrf.- 
kationen) die verhindern, dass die MolekQI-Spezies nicht selbst als Primer dienen und 
folglich eine Elongation beginnend am 3-Ende der Molekul-Spezies initialisieren. In e.ner 
alternativen Ausfuhrungsform der Erfindung wird das Markieren von RNA durch d.e 
Hybridisierung der RNA mit test bindenden Molekulen verhindert. 

Alternativ zum Blockieren der Zielsequenz gibt es, wie eingangs bereits erwahnt, auch die 
Moglichkeit, bestimmte ungewollte bzw. unerwunschte mRNAs mittels bestimmter Molekul- 
Spezies sequenzspezifisch zu spalten. Zu diesem Zweck konnen Molekul-Spezies wie 
beispielsweise DNAzyme, Ribozyme, insbesondere hammerhead ribozymes und/oder 
hairpin ribozymes, eingesetzt werden. Diese Molekule sind vorzugsweise gegen die 3'- 
Region der ungewollten RNA gerichtet und werden vor Durchfuhrung der reversen 
Transkription eingesetzt. Fur diese Ausfuhrungsform der Erfindung konnen Ribozyme 
bestehend aus RNA oder RNA-Derivaten oder Fusionsprodukte solcher Ribozyme 
eingesetzt werden. Die komplementare Sequenz der Ribozyme weist vorzugsweise eine 
Lange von 12 bis 30 Nukleotiden, besonders bevorzugt eine Lange von 15 bis 25 
Nukleotiden, auf. 

Vorteilhafterweise werden als Molekul-Spezies zur selektiven Unterdruckung bzw. zur 
Blockierung der reversen Transkription oder Amplication der unerwunschten mRNA, insbe- 
sondere der Globin-Sequenzen, erfindungsgemaB ein(e) oder mehrere DNA-Oligonukleo- 
tid(e), PNA(s) und/oder LNA(s), welche die im Folgenden aufgefuhrten Sequenzen 
aufweisen, eingesetzt. 

Handelt es sich bei der Molekul-Spezies urn ein DNA-Oligonukleotid, und ist die Globin- 
mRNA eine alpha 1-Globin-mRNA und/oder eine alpha 2-Globin-mRNA, weist das DNA- 
Oligonukleotid zur Blockierung der reversen Transkription von Globin-mRNA erfindungs- 
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gemaB eine Sequenz aus der folgenden Gruppe auf, die komplementar zu humaner alpha 
1-Globin-mRNA und / Oder alpha 2-Globin-mRNA ist. 

alpha_473: 5'CTC CAG CTT AAC GGT - Phosphatgruppe - 3' 
alpha_465: 5TAA CGG TAT TTG GAG - Phosphatgruppe - 3' 
alpha_ 465_long: 5' TAA CGG TAT TTG GAG GTC AGC ACQ GTG CTC 

- Phosphatgruppe - 3' 

Handelt es sich bei der Molekul-Spezies um ein DNA-Oligonukleotid, und ist die Globin- 
mRNA eine beta Globin-mRNA, weist das DNA-Oligonukleotid zur Blockierung der reversen 
Transkription von Globin-mRNA erfindungsgemaB eine Sequenz aus der folgenden Gruppe 
auf, die komplementar zu humaner beta Globin-mRNA ist. 

beta_554: 5'GTA GTT GGA CTT AGG - Phosphatgruppe - 3' 
beta_594: 5'ATC CAG ATG CTC AAG - Phosphatgruppe - 3' 
beta_554_long: 5'GTA GTT GGA CTT AGG GAA CAA AGG AAC CTT 

- Phosphatgruppe - 3' 

Handelt es sich bei der Molekul-Spezies um eine PNA, und ist die Globin-mRNA eine 
alpha 1 -Globin-mRNA und/oder eine alpha 2-Globin-mRNA, weist die PNA zur Blockierung 
der reversen Transkription von Globin-mRNA erfindungsgemaB eine Sequenz aus der 
folgenden Gruppe auf, die komplementar zu humaner alpha 1 -Globin-mRNA und / Oder 
alpha 2-Globin-mRNA ist. 

alpha_473: N- CTC CAG CTT AAC GGT -C* 
alpha_465: N- TAA CGG TAT TTG GAG -C* 
alpha_363: N- GTC ACC AGC AGG CA -C* 
alpha_393: N- GTG AAC TCG GCG -C* 
alpha_473**: N- TGG CAA TTC GAC CTC -C* 
alpha_465**: N- GAG GTT TAT GGC AAT -C* 
alpha_363**: N- ACG GAC GAC CAC TG -C* 
alpha_393**: N- GCG GCT CAA GTG -C* 
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Handelt es sich bei der Molekul-Spezies urn eine PNA, und ist die Globin-mRNA eine beta 
Globin-mRNA, weist die PNA zur Blockierung der reversen Transkription von Globin-mRNA 
erfindungsgemaB eine Sequenz aus der folgenden Gruppe auf, die komplementar zu 
humaner beta Globin-mRNA ist. 

beta-554: N- GTA GTT GGA CTT AGG -C* 
beta-594: N- ATC CAG ATG CTC AAG -C* 
beta-539: N- CCC CAG TTT AGT AGT -C* 
beta-541 : N- CAG TTT AGT AGT TGG -C* 
beta-579: N- GCC CTT CAT AAT ATC -C* 
beta-554**: N- GGA TTC AGG TTG ATG -C* 
beta-594**: N- GAA CTC GAT GAC CTA -C* 
beta-539**: N- TGA TGA TTT GAC CCC -C* 
beta-541 **: N- GGT TGA TGA TTT GAC -C* 
beta-579**: N- CTA TAA TAC TTC CCG -C* 

Wobei N den Aminoterminus der Oligomere und C* den Carboxyterminus der Oligomere angibt, und 
die mit den (**) versehenen Sequenzen zu den vorstehenden Sequenzen revers-orientiert sind. 

Handelt es sich bei der Molekul-Spezies um eine LNA, die mindestens ein Nukleotid 
aufweist, welches ein 'locked nucleotide 1 ist, und ist die Globin-mRNA eine alpha 1 -Globin- 
mRNA und/oder eine alpha 2-Globin-mRNA, weist die LNA zur Blockierung der reversen 
Transkription von Globin-mRNA erfindungsgemaB eine Sequenz aus der folgenden Gruppe 
auf, die komplementar zu humaner alpha 1 -Globin-mRNA und / oder alpha 2-Globin-mRNA 
ist. 

alpha_473: 5'CTC CAG CTT AAC GGT - Oktandiol - 3' 
alpha_465: 5 TAA CGG TAT TTG GAG - Oktandiol - 3' 
alpha_363: 5' GTC ACC AGC AGG CA - Oktandiol - 3' 
alpha_393: 5' GTG AAC TCG GCG - Oktandiol - 3' 

Handelt es sich bei der Molekul-Spezies um eine LNA, die mindestens ein Nukleotid 
aufweist, welches ein 'locked nucleotide' ist, und ist die Globin-mRNA eine beta Globin- 
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mRNA, weist die LNA zur Blockierung der reversen Transkription von Globin-mRNA 
erfindungsgemaB eine Sequenz aus der folgenden Gruppe auf, die komplementar zu 
humaner beta Globin-mRNA ist. 

beta-554: 5' GTA GTT GGA CTT AGG - Oktandiol - 3' 
beta-594: 5' ATC CAG ATG CTC AAG - Oktandiol - 3' 
beta-539: 5' CCC CAG TTT AGT AGT - Oktandiol - 3' 
beta-541 : 5' CAG TTT AGT AGT TGG - Oktandiol - 3' 
beta-579: 5' GCC CTT CAT AAT ATC - Oktandiol - 3' 

Dabei konnen in den genannten LNA-Sequenzen einzelne oder alle Positionen in den Oligo- 
nukleotiden mit den sogenannten Jocked nucleotides" substituiert sein konnen. Bei diesen 
Jocked nucleotides" handelt es sich vornehmlich urn enzymatisch nicht abbaubare 
Nukleotide, die jedoch einer Polymerase nicht als Startmolekul dienen konnen, da sie kein 
freies 3'-OH-Ende aufweisen. 

Werden RNA Praparationen, die einen hohen Anteil uberreprasentierter Transkripte (z. B. 
Globin-mRNA Transkripte) aufweisen, in Anwesenheit der vorstehend dargestellten Molekul- 
Spezies revers transkribiert und/oder die Produkte der reversen Transkrption amplifiziert 
(vorzugsweise durch eine in vitro Transkription, optional mit einem anschlieBenden DNase- 
Verdau sowie einer cRNA Aufreinigung), und/oder wird zumindest ein erfindungsgemaBer 
Waschschritt durchgefuhrt, liegen vorteilhafterweise keine RT-Produkte oder daraus 
hervorgegangenen Amplifikationsprodukte vor, wodurch die Sensitivitat der Gen- 
Expressions-Analyse niedrig oder niedriger exprimierter Transkripte wesentlich erhoht 
werden kann. 

Insbesondere der Einsatz der aus dem erfindungsgemaBen Verfahren resultierenden cRNA 
und/oder cDNA in einer Array-basierenden Gen-Expressions-Analyse ist auBerst vorteilhaft, 
da keine RT-Produkte hervorgegangen aus hochexprimierten Transkripte und / oder 
Amplifkationsprodukte aus RT-Produkten hochexprimierter Transkripte auf den Arrays 
hybridisiert werden und somit eine Verminderung der Signalintensitaten sowie der damit 
verbundene Verlust an Sensitivitat in der Array-Analyse vermieden wird. 
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Nachfolgend soil nun die vorliegende Erfindung anhand der beigefugten Zeichnungen sowie 
der nachstehenden Ausfuhrungsbeispiele naher erlautert werden. 



Es zeigt: 

Fig. 1 den Einfluss verschiedener Endkonzentrationen von alpha_465 und beta_554 PNAs 
auf die Generierung von cRNAs als bildliche Darstellung der cRNA-Analyse auf dem 
Agilent 2100 Bioanalyzer wie auf einem Gel, mit: 



Bande L: RNA-GroBenstandard, 

Bande 1 : generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 1 0 //M, 

Bande 2: generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 1 ,0 //M, 

Bande 3: generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 0,1 //M, 

Bande 4: generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 0,01 yM, 

Bande 5: generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 0,001 pM 

Bande 1 1 : generierte cRNA ohne Zugabe von PNAs (Vergleichsprobe). 



Fig. 2 den Einfluss verschiedener Endkonzentrationen von alpha_465 und beta_554 PNAs 
auf die Generierung von cRNAs. Dargestellt als elektropherographische Abbildung 
der cRNA-Analyse auf dem Agilent 2100 Bioanalyzer, mit den Kurven: 

Turkis (1 ): generierte cRN A ohne Zugabe von PNAs (Vergleichsprobe) 
Gelb (2): generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 0,001 jjM. 
Pink (3): generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 0,01 //M. 
Braun (4): generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 0,1 yM. 
Dunkelblau (5): generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 1,0 //M. 
Grun (6): generierte cRNA bei einer PNA Endkonzentration von jeweils 10 //M. 



Fig. 3 



die Korrelation der Signalintensitaten der Probe, in der nur Jurkat RNA 
verwendet wurde, mit denjenigen der Probe, in der Jurkat RNA mit zugesetzten 
Globin in vitro Transkripten anaiysiert wurde. 
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Fig. 4 die RNA Menge einer Probe vor und nach der Aufreinigung mit verschiedenen 
Waschbedingungen. 



Fig. 5 Menge an einzelstrangiger cDNA einer Probe vor und nach der Aufreinigung mit 
verschiedenen Waschbedingungen. 



Fig. 6 die Anwesenheit von RNA und gDNA vor und nach der Aufreinigung (mit 
verschiedenen Waschbedingungen) auf einem Formaldehyd-Agarosegel, wobei: 

Bande 1 : die genomische DNA (vor dem Cleanup); 

Bande 2: die RNA (vor dem Cleanup); 

Bande 3: die genomische DNA gemischt mit der RNA (vor dem Cleanup); 

Bande 4 und5: die genomische DNA gemischt mit der RNA (nach dem Cleanup); 

(die Aufreinigung erfolgte unter Standardbedingungen mit einem 

ethanolhaltigen Waschpuffer) 
Bande 6 und 7: die genomische DNA gemischt mit der RNA (nach dem Cleanup); 

(die Aufreinigung erfolgte unter Standardbedingungen mit einem 

zusatzlichen Waschschritt mit einem chaotrophe Salze enthaltenden 

Waschpuffer 1 ) 

zeigt. 



Ausfuhrunasbeispiele 
Beispiel 1 : 

Mit Hilfe des PAXgene Blood RNA Isolation Kit (PreAnalytix, Hombrechticon, CH) wurde 
RNA aus humanem Vollblut isoliert. Nachfolgend wurde eine Gen-Expressions-Analyse unter 
Verwendung der Affymetrix U133A GeneChips durchgefuhrt. Die Target Preparation erfolgte 
gemaB dem Expression Analysis Technical Manual" fur Affymetrix GeneChip Analysen 
(Affymetrix, Santa Clara, US). Es wurden in zwei Ansatzen jedoch zwei verschiedene 
reverse Transkriptasen verwendet. 
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Ansatzl: erfolgte gemaG dem Affymetrix "Expression Analysis Technical Manual" mit der 
Superscript II RT (Invitrogen) als reverse Transkriptase; und 

Ansatz 2: erfolgte ebenfalls gemaG dem Affymetrix "Expression Analysis Technical Manual", 
jedoch mit der LabelStar RT (QIAGEN GmbH, Hilden, DE) als reverse 
Transkriptase. Zudem wurde zusatzlich der zur LabelStar RT gehorende 
Reaktionspuffer fQr die cDNA-Zweitstrangsynthese verwendet. 

Pro Ansatz wurden 6//g der isolierten RNA ausgehend von einem oligo-dT-T7 Primer 
(Operon, Koln, DE) revers transkribiert. Die cDNA Zweitstrang Synthese sowie alle weiteren 
Schritte der Probenvorbereitung fur die GeneChip Analyse wurden ebenfalls nach Anleitung 
des Affymetrix Expression Analysis Technical Manual" durchgefuhrt, wobei die beiden 
verschiedenen Ansatze identisch behandelt wurden. Im Anschluss erfolgte die Hybridi- 
sierung der Proben auf Affymetrix U 133 A GeneChips. Zum Vergleich der Ergebnisse der 
beiden Ansatze, wurden beide Arrays mit den gleichen Signalintensitaten auf TGT = 1000 
skaliert. 

Danach wurden beide Ansatze mit dem cDNA Cleanup des GeneChip Sample Cleanup 
Modules AHx gemaG dem Technical Manual des Herstellers bearbeitet (weitere 
Informationen s. Beispiel 1 2). 



Die nachstehend in Tabelle 1 aufgefuhrten Ergebnisse zeigen, dass durch die Verwendung 
der LabelStar Reversen Transkriptase (spezifisches Priming der cDNA Synthese) der Anteil 
der als ..present" gewerteten Gene auf dem Gen Chip von 34,7% auf 39% (urn 12%) anstieg. 





Prozent der 
"Positivematches" 
(..present calls") 


Scaling Faktor 
(TGT=1000) 


Normalisierte 
Signalintensitat 
18S rRNA 


Normalisierte 
Signalintensitat 
28S rRNA 


Probe mit 
Superscript RT 


34.70 


72,37 


7.881,75 


9636,21 


Probe mit LabelStar 
RT 


39,00 


47,80 


643,41 


3245,78 



Tabelle 1 : Ergebnisse eine GeneChip- Analyse auf U1 33A GeneChips unter Verwendung unterschiedlicher reverser 



Transkriptasen. 
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Durch Verwendung der LabelStar Reversen Transkriptase fur die Erststrangsynthese der 
cDNA konnten die Signalintensitaten fiir die ribosomalen RNA-Transkripte (18S rRNA und 
28S rRNA) stark verringert werden. Somit ist das Priming mit der LabelStar RT als reversen 
Transkriptase wesentlich spezifischer fur mRNA. 

Diese Abreicherung der rRNAs bedingt ferner einen niedrigeren Scaling Faktor sowie eine 
hohere Rate an ..present calls" auf dem Array. (Der Scaling Faktor ist fur die Probe mit der 
LabelStar RT Reversen Transkriptase urn ca. 50% niedriger als bei der Probe, die mit der 
Superscript revers transkribiert wurde.) 



Beispiel 2: 

RNA wurde aus humanem Vollblut isoliert. Die nachfolgende cDNA Synthese wurde wie in 
Beispiel 1 mit zwei verschiedenen Reversen Transkriptasen (Superscript RT und 
LabelStar RT) ausgehend von oligo-dT-T7 Primern durchgefuhrt. Im Anschluss erfolgte die 
cDNA-Zweitstrangsynthese unter identischen Bedingungen fur die verschiedenen Ansatze. 
Nach Aufreinigung der Reaktionen erfolgte eine IVT mit anschlieBender Aufreinigung der 
cRNA inklusive eines DNase Verdaus. Der DNase Verdau gewahrleistet, dass in der 
nachfolgenden TaqMan RT-PCR Analyse (QIAGEN GmbH. Hilden, DE) der cRNA 
ausschlieBlich die generierte RNA, und nicht die kontaminierende cDNA gemessen wird. 

Im Anschluss daran wurden zwei verschiedene TaqMan RT-PCR Analysen durchgefuhrt: 

- Quantifizierung der 1 8S rRNA 

- Quantifizierung der p1 6 mRNA (exemplarisch fur alle mRNA Transkripte) 

Es zeigte sich, dass beim Einsatz der LabelStar RT die quantifizierte Menge an 18S rRNA 
etwa 8-fach niedriger war, als bei Verwendung der Superscript RT. Die Menge an 
quantifizierter p16 mRNA hingegen ist fur beide Reverse Transkriptasen vergleichbar. 

Daraus ergibt sich, dass durch die Verwendung der LabelStar RT die rRNA spezifisch 
abgereichert wird, wahrend die mRNA Transkripte mit identischer Effizienz revers 
transkribiert werden. 
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Beisoiel 3: 

Die RNA eines Blutspenders wurde wie in Beispiel 1 unter Verwendung des PAXgene Blood 
RNA Systems (PreAnalytix, Hombrechticon, CH) isoliert. In Vorbereitung der anschlieBenden 
Affymetrix GeneChip Analyse wurde die Affymetrix Target Preparation nach Angaben des 
Affymetrix ..Expression Analysis Technical Manual" durchgefuhrt (Standard Protokoll). Dieser 
Ansatz wurde mit einem zweiten Ansatz verglichen, bei dem die Bedingungen wahrend des 
Annealing des cDNA Primers variiert wurden: 

Bedingungen zum Annealing des cDNA Primer Annealing: 

- Standard Protokoll: 

Inkubation fur 10 min bei 70°C 
Schnelles Abkuhlen auf Eis 
Nachfolgend cDNA Synthese bei 42°C 

- Vergleichsansatz: 

Inkubation fur 10 min bei 70°C 
Inkubation fur 5 min bei 45°C 
Inkubation fur 2 min bei 42°C 
Nachfolgend cDNA Synthese bei 42°C 

Die anschlie3ende GeneChip-Analyse auf Affymetrix U133A Gen Chips zeigte folgende in 
der Tabelle 2 aufgefuhrten Ergebnisse: 
(Skalierung der Signal intensitaten auf TGT = 1000): 





Normalisierte 
Signalintensitat 
18S rRNA 


Normalisierte 
Signalintensitat 
28S rRNA 


Standard Protokoll 


6114 


3372 


Vergleichsansatz 


2437 


2135 



Tabelle 2: Ergebnisse eine GeneChip-Analyse auf U133A GeneChips 



Die geanderten Bedingungen wahrend der Anlagerung des cDNA Primers fuhren zu 
reduzierten Signalintensitaten fur die ribosomalen RNAs. 
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Beisoiel 4: 

Die RNA eines Blutspenders wurde wie in Beispiel 1 unter Verwendung des PAXgene Blood 
RNA Systems (PreAnalytix, Hombrechticon, CH) isoliert. Zum Blockieren der reversen 
Transkription der Globin Transkripte (mRNAs) wurden die folgenden PNA-Sequenzen (PE 
Biosystems) hinzugefiigt, die komplementar zu den 3'-Regionen der Globin Transkripte sind. 

PNA-Sequenz, komplementar zu humaner alpha 1-Globin-mRNA und alpha 2-Globin-mRNA: 

alpha_465: N- TAA CGG TAT TTG GAG -C* 
PNA-Sequenz, komplementar zu humaner beta Globin-mRNA: 

beta_554: N- GTA GTT GGA CTT AGG -C* 

Pro Ansatz wurden 5 jjg RNA in eine Reverse Transkription eingesetzt. Die cDNA-Synthese 
wurde gemaB den Herstellerangaben im Technical Manual (Affymetrix "Expression Analysis 
Technical Manual") durchgefuhrt, wobei zusatzlich die oben aufgefuhrten, zu den alpha und 
beta Globin Transkripten komplementaren, PNA-Sequenzen zugefugt wurden. Vor dem Start 
der cDNA Synthese wurden beide PNAs (alpha_465 and beta_554) und die Primer in einem 
herkommlichen cDNA Synthesereaktionspuffer (Puffer der Superscript RT / Invitrogen) fur 
10min bei 70°C und nachfolgend fur 5min bei 42°C inkubiert. Vor Zugabe der Reversen 
Transkriptase wurden die PNAs in einer Endkonzentration von 0,001 /vM, 0,01 j/M, 0,1 a/M, 
1,0 jjM und 10 jjM zugesetzt. Nachfolgend wurden alle weiteren fur die RT benotigten 
Komponenten (wie zusatzliche Reaktionspuffer, Nukleotide, Dithiothreitol (DTT) und die 
reverse Transkriptase) zugegeben und die Proben fur 1h bei 42°C inkubiert. Sowohl die 
cDNA Doppeistrang-Synthese, als auch die in vitro Transkription und das Cleanup der cRNA 
wurden gemaB der Herstellerangaben im Affymetrix "Expression Analysis Technical Manual" 
durchgefuhrt. Die Vergleichs- bzw. Kontrollproben ohne PNAs wurden dabei identisch 
behandelt. 

Nach dem Cleanup der cRNA wurden die Proben auf einem Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agilent, Boblingen, DE) analysiert. Die entsprechenden Ergebnisse sind den Figuren 1 und 
2 zu entnehmen. Sie zeigen den Einfluss von alpha_465 und beta_554 PNAs auf die 
Generierung von cRNAs, wobei zudem deutlich wird, dass die Zugabe von zu alpha und beta 
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Globin Transkripten komplementaren PNA Oligomeren zu einer Reduktion der cRNA 
Fragmente fiihrt, welche eine deutliche Bande bei der Analyse auf dem Agilent 2100 
Bioanalyzer ergeben. Diese cRNA Fragmente wurden aus den Globin Transkripten (mRNA) 
der Ausgangsmaterialien (Vollblut) generiert. Das AusmaB der Reduktion ist dabei von der 
Konzentration der PNAs abhangig. 



Beispiel 5: 

Die RNA eines Blutspenders wurde wie in Beispiel 1 unter Verwendung des PAXgene Blood 
RNA Systems (PreAnalytix, Hombrechticon, CH) aus humanem Vollblut (ohne 
Erythrozytenlyse) isoliert. Pro Ansatz wurden 1,7//g RNA in eine Reverse Transkription 
eingesetzt. Die cDNA-Synthese wurde mit der reversen Transkriptase Omniscript (QIAGEN 
GmbH, Hilden, DE) gemaB den Herstellerangaben (ausgenommen dessen, dass die RT bei 
42°C anstatt bei 37°C erfolgte) durchgefuhrt. Geprimt wurde die cDNA-Synthese mit einem 
T7-oligo-dT 24 Primer (Operon, Koln, DE). Vor Zugabe der Reversen Transkriptase wurden 
PNAs (Sequenzen s. u.) in einer Endkonzentration von 0,5 //M, 1,0 //M und 1.5//M zugesetzt 
und der Ansatz zuerst 10 min bei 70°C und dann 5min bei 37°C inkubiert. Nachfolgend 
wurden die Reverse Transkriptase zugegeben und die Proben fur 1h bei 42°C inkubiert. Die 
Vergleichs- bzw. Kontrollproben ohne PNAs wurden dabei identisch behandelt. 

Im Anschluss an die cDNA-Synthese wurden TaqMan-PCR-Reaktionen durchgefuhrt, bei 
denen die Menge an alpha und beta Globin cDNA anhand einer Standardreihe quantifiziert 
wurden. 

Fur die Amplication von alpha 1 -Globin cDNA-Transkripte und alpha 2-Globin cDNA- 
Transkripte wurden identische Primer verwendet. Zur Blockierung der reversen Transkription 
der alpha und beta Globin Transkripte wurden die folgenden PNA-Sequenzen verwendet: 

Sequenzen, die komplementar zu humaner alpha 1-Globin-mRNA und alpha 2-Globin-mRNA 
sind: 



alpha_473: N- CTC CAG CTT AAC GGT -C* 
alpha_465: N- TAA CGG TAT TTG GAG -C* 



WO 2005/010209 



PCT/EP2004/008363 



24 

Sequenzen, die komplementar zu humaner beta Globin-mRNA sind: 

beta_554: N- GTA GTT GGA CTT AGG -C* 
beta_594: N- ATC CAG ATG CTC AAG -C* 



Proben 
Nr.: 


Eingesetzte PNA- 
Sequenz 


Ermittelte Menge an alpha Globin 

cDNA (ng) 
(quantifiziert durch TaqMan PCR) 


Ermittelte Menge an beta Globin 

cDNA (ng) 
(quantifiziert durch TaqMan PCR) 


1 


Kontrolle ohne PNA 


818 


499 






PNA Endkonzentration 


PNA Endkonzentration 






0,5 //M 


1,0 //M 


1.5A/M 


0,5 a/M 


1 pM 


1,5/yM 


2 


alpha_473 


15,22 I 


3,76 


12,56 


503,8 


95,54 


8,74 


3 


alpha_465 


11,71 


25,74 


15,71 


211,35 


547,98 


236,42 


4 


beta_554 


766,09 


322,24 


432,33 


2,46 


0,38 


0,96 


5 


beta_594 


851,58 


319,73 


844,94 


103,92 


16,35 


252,39 



Tabelle 3: Einfluss von zu alpha und beta Globin komplementaren PNAs auf eine Two-step RT-PCR Reaktion. 



Die in Tabelle 3 aufgefuhrten Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz der PNAs alpha_473 
und/oder alpha_465 zur Reduktion der cDNA Menge der alpha Globin Transkripte urn mehr 
als 95 % fuhrt. Der Transkriptspiegel an beta Globin bleibt beim Einsatz des PNA alpha_473 
unbeeinflusst, wenn die PNA Endkonzentration nicht hdher als 0,5 //M ist. 

Die Verwendung der PNAs beta_554 und beta_594 fuhrt zur Reduktion der cDNA Menge an 
beta Globin urn ca. 99 % bzw. 80 %. Werden diese PNAs in einer Endkonzentration von 
0,5 jjM verwendet, bleibt der Transkriptspiegel fur alpha Globin unbeeinflusst. 
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Beispiel 6: 

Von zwei verschiedenen Blutspendern wurde RNA mit Hilfe des PAXgene Blood RNA 
Systems (PreAnalytix, Hombrechticon, CH) isoliert. Fur die nachfolgende Gen-Expressions- 
Analyse mit Affymetrix U133AGen Chips erfolgte fur die RNA Proben beider Spender die 
Target Preparation mit folgenden Protokollvarianten: 

1 . Standardprotokoll (nach Affymetrix Expression Analysis Technical Manual) 

2. Target Preparation unter Einsatz von PNAs zur Blockierung der reversen 
Transkription der Globine: 

Im Vergleich zum Standardprotokoll wurden bei den Ansatzen unter Verwendung der 
PNAs folgende Protokollanderungen durchgefuhrt: 

Die PNAs wurden vor der cDNA Synthese gemeinsam mit dem T7-Oligo(dT) 24 Primer 
(Operon, Koln, DE) zur RNA pipettiert. Zum Anlagern des Primers und der PNAs an 
die RNAs erfolgten mehrere Inkubationsschritte (10 min 70°C; 5 min 45°C; 2 min 
42°C). Alle weiteren Schritte wurden wie im Standardprotokoll durchgefuhrt. Dabei 
wurden Ansatze unter Verwendung verschiedener PNA Kombinationen und PNA 
Konzentrationen miteinander verglichen. 

Fur jede der gesamt-RNA-lsolate wurden folgende PNA Kombinationen und PNA 
Endkonzentrationen (wahrend der Annealingreaktion) eingesetzt: 





Mix1 


Mix 2 


Mix 3 


alpha 465 


300 nM 


150 nM 


300 nM 


beta 594 


1 //M 


500 nM 


1 //M 


beta 579 


1 jjM 


500 nM 


1 jjM 


beta 539 


1 /jM 






beta 554 




500 nM 


1 //M 



Tabelte 4: PNA Kombinationen und Endkonzentrationen 



Nach erfolgter Target Preparation erfolgte die Gen-Expressions-Analyse mit Hilfe von 
Affymetrix U133A Arrays. Zur Auswertung wurden alle Array Daten auf Signalintensitaten 
von TGT= 500 skaliert. 
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present 
calls (%) 


Signalintensitaten 
alpha 1 Globin und alpha 2 Globin 


Signs 
be 


ilintensit 
rta Globi 


aten 
n 


Affymetrix 
annotation 




2040 
18_x 
_at 


2094 
58_x 
_at 


2116 
99_x 
_at 


2117 
45_x 
_at 


2144 
14__x 
_at 


2174 
14_x 
-at 


2091 
16_x 
-at 


2116 
96_x 
_at 


2172 
32_x 
_at 


Spender 1 : 










Standard- 
protokoll 


31,8 


1731 
15 


1605 
33 


1675 
14 


1864 
44 


1095 
76 


1547 
82 


1448 
99 


1404 
89 


1344 
03 


PNA Mix 1 


37,2 


1068 
48 


1025 
42 I 


9621 
0 


1134 
68 


6895 
7 


9962 
3 


6337 
3 


7149 
2 


6225 
3 


PNA Mix 2 


39,8 


1310 
20 


1283 
60 


1173 
55 


1416 
99 


9928 
4 


1214 
70 


7209 
2 


8834 
0 


7597 
6 


PNA Mix 3 


42,6 


1000 
71 


9602 
4 


8887 
7 


1105 
23 


7017 
0 


9365 
8 


5745 
0 


6421 
9 


5653 
5 


Spender 2 








Standard- 
protokoll 


32,1 


2219 
61 


2062 
04 


2048 
30 


2476 
99 


1373 
76 


1970 
36 


1651 
18 


1639 
19 


1636 
78 


PNA Mix 1 


41,4 


1149 
30 


1149 
65 


9694 
1 


1198 
36 


8040 
5 


1007 
53 


5624 
9 


6436 
2 


5709 
8 


PNA Mix 2 


n.a. 


n.d. 


n.d 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


PNA Mix 3 


43,1 


1136 
70 


1092 
40 


9287 
7 


1169 
41 


7798 
1 


1007 
94 


6460 
7 


6787 
7 


6449 
8 



Tabelle 5: Auswertung alle Array Daten nach erfolgter Gen- Expressions-Analyse auf Affymetrix U1 33A Arrays 



Durch die Verwendung der PNAs konnten die Globin Signalintensitaten auf den Arrays urn 
40 - 60% gesenkt werden. Weiterhin wurde der Anteil der Gene, die auf dem Array als 
„present" bewertet wurden, von ca. 32 % auf ca. 43% erhoht. 

Beispiel 7: 

RNA wurde aus humanem Vollblut mittels PAXgene Blood RNA System (PreAnalytix, 
Hombrechticon, CH) isoliert. Wahrend der Target Preparation fur die Affymetrix GeneChip- 
Analyse wurde zur Blockade der cDNA Synthese von alpha Globin-mRNA das PNA 
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Oligonukleotid alpha_465 eingesetzt. Wahrend der Anlagerung der PNAs an die Globin 
mRNA Transkripte wurden zwei verschiedene Bedingungen miteinander verglichen: 

- die Ausgangs-RNA, die T7-oligo(dT) 24 Primer und das PNA Oligonukleotid lagen in 
Wasser vor 

- die Ausgangs-RNA, die T7-oligo(dT) 24 Primer und das PNA Oligonukleotid lagen in 
3,5 mM (NH 4 )2S0 4 vor 

Die nachfolgende GeneChip-Analyse mittels Affymetrix U133A Arrays zeigte, dass die 
Anlagerung des PNA Oligonukleotids in Gegenwart von Ammoniumsulfat zu einer Erhohung 
der „present call" Rate von 40,7% zu 42,8% fuhrt. 

Beispiel 8: 

RNA wurde aus Jurkat Zellen (Zellinie; akute lymphoblatische Leukamie) isoliert. In diese 
RNA wurden in vitro Transkripte eingespiked, die den alpha-1 -Globin, alpha-2-Globin und 
Beta Globin mRNA Sequenzen entsprechen. Diese in vitro Transkripte trugen am 3'-Ende 
eine poly-A Sequenz, so dass sie, wie naturlich vorkommende mRNA Transkripte durch 
priming mit einem T7-oligo (dT) 24 Primer in cDNA umgeschrieben werden konnten. Drei 
verschiedene Ansatze wurden miteinander verglichen: 

1. Jurkat RNA 

2. Jurkat RNA mit eingespikten Globin in vitro Transkripten 

3. Jurkat RNA mit eingespikten Globin in vitro Transkripten unter Verwendung von 
Peptid Nukleinsauren (PNAs) zur Blockade der Globin cDNA Synthese 

Verwendete PNAs im dritten Reaktionsansatz: 

PNA alpha_465 in einer Endkonzentration (wahrend der PNA Anlagerung) von 300 //M 
PNA beta_594 in einer Endkonzentration (wahrend der PNA Anlagerung) von 1 //M 
PNA beta_579 in einer Endkonzentration (wahrend des PNA Anlagerung) von 1//M 
PNA beta_554 in einer Endkonzentration (wahrend der PNA Anlagerung) von 1 //M 
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Diese verschiedenen Proben wurden der Target Preparation nach Anleitung im Affymetrix 
..Expression Analysis Technical Manual" unterzogen sowie eine GeneChip-Analyse auf 
Affymetrix U133A Arrays durchgefuhrt. Im Gegensatz zum Standardprotokoll wurden bei 
dem Ansatz unter Verwendung der PNAs folgende Protokollanderungen durchgefuhrt: 
Die PNAs wurden vor der cDNA Synthese gemeinsam mit dem T7-Oligo(dT) 24 Primer zur 
RNA pipettiert. Zum Anlagem des Primers und der PNAs erfolgten mehrere 
Inkubationsschritte (10 min 70°C; 5 min 45°C; 2 min 42°C). Alia weiteren Schritte wurden wie 
im Standardprotokoll durchgefuhrt. 





Present 
Calls (%) 


Signalintensitaten 
Alpha 1 Globin und Alpha 2 Globin 




Signaling 


snsltaten Bet 


a Globin 




Jurkat RNA 


53,6 


20401 8_ 

x_at 


209458_ 
x_at 


211699_ 
x_at 


211745_ 
x_at 


214414_ 
x_at 


217414_ 
x_at 


2091 16_ 
x_at 


211696_ 
x_at ! 


217232_ 
x_at 


Jurkat RNA + 
Globin in 

vitro 
Transkripte 


44 


127926 


121371 


125329 


148827 


85844 


106273 


120272 


98209 


98209 


Jurkat RNA + 
Globin In 
vitro 
Transkripte + 
PNAs 


51,7 


67391 


66178 


62366 


69318 


47844 


56675 


61182 


59536 


52737 



Tabelle 6: Ergebnisse der GeneChip-Analyse 



Die Signalintensitaten fur die Globin mRNA Transkripte konnten durch die Verwendung der 
PNAs urn 40 - 60% gesenkt werden. Der Anteil an Genen, die auf dem Array als ..present" 
bewertet wurde, konnte bei der Probe, bei der die Globin in vitro Transkripte zugegeben 
wurde, durch Einsatz der PNA Oligonukleotide auf den ursprunglichen Anteil (Jurkat RNA 
ohne in vitro Transkripte) zuruckgefuhrt werden. 

Die Signale fur die Globin mRNAs wurden durch den Einsatz der PNA Oligonukleotide nicht 
vollstandig unterdruckt, jedoch reichte die Reduktlon der Globin Signalintensitaten aus, urn 
die ..present call" Rate auf das ursprilngliche Niveau zu erhohen. 

In Figur3 ist die Korrelatlon der Signalintensitaten der Probe, in der nur Jurkat RNA 
verwendet wurde, mit denjenigen der Probe dargestellt, in der Jurkat RNA mit zugesetzten 
Globin in vitro Transkripten und unter PNA Verwendung analysiert wurde. Bei dieser 
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Abbildung sind die Gene, die die Globin-mRNA Transkripte beschreiben, aus der Analyse 
herausgenommen worden. 

Der Korrelationskoeffizient der Signalintensitaten betragt 0,9847. Dieser Wert weist darauf 
hin, dass durch die Verwendung der PNAs keine unspezifische Beeinflussung anderer auf 
dem Array reprasentierter Transkripte erfolgt ist. 



Beispiel 9: 

Das in Beispiel 8 beschriebene Experiment wurde unter Variation der PNA Oligonukleotid- 
konzentrationen wiederholt. Dazu wurde die Konzentration des Oligonukleotids PNA 
alpha_465 wahrend der Anlagerung an die Globin-mRNA auf 600 nM verdoppelt. 





% Present Calls 


Jurkat RNA 


48,2 


Jurkat RNA + Globin in vitro Transkripte 


40,0 


Jurkat RNA + Globin in vitro Transkripte + PNAs 


47,4 



Tabelle 7: Einfluss der Globin in vitro Transkripte durch die Verwendung der PNA Oligonukleotide 

Auch unter diesen Bedingungen kann der negative Einfluss der Globin in vitro Transkripte 
durch die Verwendung der PNA Oligonukleotide ruckgangig gemacht werden. 



Beispiel 10: 

gesamt-RNA wurde aus HeLa Zellen isoliert. Vier Proben dieser gesamt-RNA mit einer 
Konzentration von 2,14//g/pl wurden mit 42 ng/fj\ cDNA (generiert aus der gesamt-RNA der 
HeLa Zellen) vermischt, mit einem Bindungspuffer aus dem Superscript ds-cDNA Kit 
(QIAGEN GmbH, Hilden, DE) versetzt und einer RT sowie einer nachfolgenden 
Doppelstrang cDNA Synthese unterzogen. 

Nach Durchfuhrung der enzymatischen Reaktionen erfolgte eine Aufreinigung der Proben 
uber Silika Spin Saulen (MinElute Cleanup Kit / QIAGEN GmbH, Hilden, DE). Dabei wurden 
die Proben mit unterschiedlichen Waschbedingungen behandelt. Die Proben 1 und 2 wurden 
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gemaB dem Cleanup - Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Die Aufreinigung der Proben 3 
und 4 erfolgte ebenfalls in erster Linie gemaB dem Cleanup - Protokoll des Herstellers, 
zudem wurden die Proben jedoch, nach dem Aufbringen auf die Silika Spin Saulen bzw. vor 
dem Waschen mit einem ethanolhaltigen Waschpuffer, in einem zusatzlichen Waschschritt 
mit 70(M des Waschpuffers 1 (enthaltend 3,5 M Guanidinisothiocyanate, 25 mM Natrium 
Citrate, mit einem pH-Wert von 7,0) gewaschen. 

Nach Elution der aufgereinigten Nukleinsauren wurde der Anteil an RNA per RT-PCR 
Analyse (TaqMan-Analyse / QIAGEN GmbH, Hilden, DE) fur p16RNA (spezifisch zum 
Nachweis von RNA) quantifiziert (s. Fig. 4). 

Zusatzlich wurde die Menge an einzelstrangiger cDNA im Eluat unter den verschiedenen 
Waschbedingungen quantifiziert (s Fig. 5). Dazu wurde ein TaqMan PCR System zum 
Nachweis von p1 6 cDNA angewendet. 

Die Ergebnisse aus Figur4 und Figur5 zeigen deutlich, dass der zusatzliche Waschschritt 
mit dem erfindungsgemaBen Waschpuffer zu einer auBerst effizienten Abreicherung 
einzelstrangiger Nukleinsauren (RNA und cDNA) fuhrt. 



Beispiel 1 1 : 

GemaB Beispiel 10 wurden hier 5//g genomische doppelstrangige Nukleinsaure (dsDNA) 
und 5//g einzelstrangige Nukleinsaure (RNA) - isoliert aus HeLa Zellen - vermischt. Nach 
Bindung an eine Silicamembran in Gegenwart eines Chaotrops und Alkohol (MinElute Kit/ 
QIAGEN GmbH, Hilden, DE) wurden die Proben unter zwei verschiedenen Bedingungen vor 
der Elution gewaschen (Cleanup): 

a) Waschen mit ethanolhaltigem Waschpuffer gemaB der Herstellerangaben fur das 
MinElute Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, DE) 

b) Vorgeschaltetes Waschen mit 700 //I des Waschpuffers 1 (3,5 M Guanidinisothiocyanat 
und 25 mM Natrium Citrat, pH 7,0) vor dem Waschen mit einem ethanolhaltigen 
Waschpuffer gemaB der Herstellerangaben fur das MinElute Kit (QIAGEN GmbH, 
Hilden, DE) 
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Die Proben wurden auf einem denaturierten Formaldehyd-Agarosegel analysiert (vor und 
nach dem Cleanup). Die Daten in Figure zeigen deutlich eine effiziente Abreicherung der 
RNA in den Proben, die mit dem chaotrophe Salze enthaltenden Waschpuffer in einem 
zusatzlichen Waschschritt behandelt wurden, wahrend die genomische DNA erhalten bleibt. 



Beispiel 1 2: 

Wie in Beispiel 1 wurde auch hier aus humanem Vollblut mit Hilfe des PAXgene Blood RNA 
Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, DE) RNA isoliert. Mit jeweils 6//g der isolierten RNA wurde eine 
Target Preparation fur Affymetrix GeneChip Analysen gemaB dem Affymetrix ..Expression 
Analysis Technical Manual" durchgefuhrt. Die cDNA Synthese mit einem oligodT-T7 Primer 
geprimt. Im Anschluss erfolgte die Zweitstrang cDNA Synthese. Die resultierenden Ansatze 
wurden nach der Bindung der Nukleinsauren an Silika Spinsaule auf zwei verschiedenen 
Arten - unter Verwendung des MinElute Cleanup Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, DE) - 
gewaschen bzw. aufgereinigt. 

a) Waschen auf der Silika Spinsaule gemaB der Herstellerangaben fur das MinElute Kit 
ohne zusatzlichen Waschschritt 

b) Waschen auf der Silika Spinsaule inklusive eines zusatzlichen Waschschritts mit dem 
Waschpuffer 1 (3,5 M Guanidinisothiocyanat und 25 mM Natriumcitrat, pH 7,0) vor 
dem Waschen mit einem ethanolhaltigen Waschpuffer gemaB der Herstellerangaben 
fur das MinElute Kit. 



Nachfolgend wurde die aufgereinigte cDNA in einer in vitro Transkriptions-Reaktion in cRNA 
umgeschrieben, und dabei biotinylierte Nukleotide eingebaut. Die Proben wurden nach 
MaBgabe des Affymetrix ..Expression Analysis Technical Manual" aufgereinigt, fragmentiert, 
und auf einem U133A Gen Chip hybridisiert. 

Urn die Ergebnisse auf den verschiedenen Arrays vergleichbar zu machen, wurden die 
durchschnittlichen Signalintensitaten der Proben mit einem Skaling Faktor (TGT = 10000) 
multiplied. Die Ergebnisse der GeneChip-Analyse sind der folgenden Tabelle zu 
entnehmen. 
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Prozent 
"present calls" 


Scaling Faktor 
(TGT=10000) 


Probe ohne einen zusatzlichen Waschschritt 
(Standardbedingungen) 


34,70 


72,37 


Probe mit einem zusatzlichen Waschschritt 
(mit dem Waschpuffer 1) 


38,20 


54,15 



Tabelle 8: Ergebnisse einer GeneChip-Analyse auf U133A Gen Chips unter Verwendung 



unterschledlich aufgereinigter Target Proben. 

Durch den zusatzlichen Waschschritt - und der daraus resultierenden Abreicherung 
einzelstrangiger RNA und cDNA nach der Doppelstrangsynthese - steigt der Anteil der als 
"present calls" auf dem Gen Chip von 34,7% auf 38,2% (um 10%) an. Der Skaling Faktor ist 
fur die Probe ohne den zusatzlichen Waschschritt um ca. 33% hoher als bei der Probe, die 
mit dem zusatzlichen Waschschritt behandelt wurde. Dieses ist ein Hinweis auf eine 
insgesamt hohere Signalintensitat des Gen Chips, der mit der Probe hybridisiert wurde, die 
mit dem zusatzlichen Waschschritt behandelt worden ist. 
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Patentansoruche 

1. Verfahren zur reversen Transkription und/oder Amplication eines Produktes einer 
reversen Transkription eines Pools von Nukleinsauren eines Typs (A) aus einer 
biologischen Probe Oder einer enzymatischen Reaktion, gekennzeichnet durch die 
selektive Unterdruckung der reversen Transkription mindestens einer unerwunschten 
Nukleinsaure des Typs (A) und/oder die selektive Unterdruckung der Amplication eines 
Produktes einer reversen Transkription mindestens einer unerwunschten Nukleinsaure 
des Typs (A). 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure des 
Typs (A) mRNA ist. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die unerwunschte 
Nukleinsaure des Typs (A) eine mRNA ist, die einen Anteil von 20% oder mehr an der 
gesamt-mRNA hat. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspruche 2 bis 3, umfassend folgende Verfahrensschritte 

a) durchfuhren einer reversen Transkriptions-Reaktion einer RNA aus einer 
biologischen Probe oder einer enzymatischen Reaktion in Anwesenheit 
mindestens eines oligo-dT Primers, 

b) optional nach Schritt a) durchfuhren einer cDNA-Zweitstrangsynthese, 

c) optional nach Schritt b) Aufreinigung der ds-cDNA unter gleichzeitiger 
Abreicherung aller einzelstrangigen Nukleinsauren aus dem Reaktionsprodukt 
aus Schritt b), 

d) optional nach Schritt a) und/oder b) und/oder c) durchfuhren einer Amplifikation 
der cDNA. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Verfahrensschritte a) 
und/oder d) in Anwesenheit mindestens einer Molekui-Spezies zur selektiven Unter- 
druckung der reversen Transkription mindestens einer unerwunschten mRNA, wobei die 
Molekui-Spezies die reversen Transkription der unerwunschten mRNA verhindert, 
und/oder zur selektiven Unterdruckung der Amplifikation eines Produktes der reversen 
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Transkription mindestens einer unerwunschten mRNA, wobei die Molekul-Spezies die 
Amplication der aus der unerwunschten mRNA hergestellten einzelstrangigen Oder 
doppelstrangigen cDNA verhindert, durchgefuhrt werden. 

6. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass in der 
reversen Transkriptions-Reaktion eine reverse Transkriptase mit intrinsischer RNase H- 
Aktivitat eingesetzt wird. 

7. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei der biologischen Probe urn Vollblut, Muskelgewebe oder neuronales Gewebe 
handelt, oder es sich urn eine mit Vollblut, Muskelgewebe oder neuronalem Gewebe 
kontaminierte Probe handelt. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Probe 
Vollblut ist, und dass das Vollblut in einem Stabilisierungsreagenz aufgenommen 
und/oder gelagert wird. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Stabilisierungs- 
reagenz in einem Blutentnahmerohrchen enthalten ist und das Blut unmittelbar bei der 
Abnahme in das Stabilisierungsreagenz uberfuhrt wird. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Stabilisierungsreagenz ein Tetra-Alkyl-Ammoniumsalz in Gegenwart einer organischen 
Saure enthalt. 

1 1 . Verfahren gemaB Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Stabilisierungsreagenz mindestens eine Guanidin-Verbindung, eine Puffersubstanz, ein 
Reduktionsmittel und ein Detergenz enthalt. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die 
biologische Probe Vollblut ist, und dass die unerwunschte Nukleinsaure des Typs (A) 
Globin-mRNA ist. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass zur Aufreinigung einer 
ds-cDNA in Schritt c) zunachst die aus Schritt b) und/oder die aus dem optionalen 
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Schritt d) stammenden Nukleinsauren in ihrer Gesamtheit an eine Silicamatrix gebunden 
werden und anschlieBend die Silicamatrix zur Abreicherung der einzelstrangigen 
Nukleinsauren mit einem Guanidin-haltigen Waschpuffer gewaschen wird. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass als Silicamatrix eine oder 
mehrere Silicamembran(en) oder Silicapartikel, insbesondere magnetische Silicapartikel, 
verwendet werden. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Guanidin-haltige 
Waschpuffer Guanidinisothiocyanat und/oder Guanidinthiocyanat in einer Konzentration 
von 1 M bis 7 M, bevorzugt von 2,5 M bis 6 M und besonders bevorzugt von 3 M bis 
5,7 M enthalt. 

16. Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Guanidin-haltige 
Waschpuffer Guanidinhydrochlorid in einer Konzentration von 4 M bis 9 M, bevorzugt 
von 5 M bis 8 M, enthalt. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Molekul-Spezies eine 
zur mRNA oder zu einem der cDNA-Strange komplementares DNA-Oligonukleotid 
und/oder RNA-Oligonukleotid ist, oder ein entsprechendes Oligonukleotid aus DNA- 
und/oder RNA-Derivaten, oder ein entsprechendes DNA- und/oder RNA-Oligonukleotid 
enthaltend modifizierte oder artifizielle Nukleotide, Quencher oder Fluorophore. 

18. Verfahren gemaB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Molekul-Spezies eine 
Lange von 10 bis 60 Nukleotiden, vorzugsweise von 12 bis 30 Nukleotiden, aufweist. 

19. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Molekul-Spezies eine 
zur mRNA oder zu einem der cDNA-Strange komplementares Nukleinsaure-Analogon 
ist 

20. Verfahren gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das Nukleinsaure- 
Analogon PNA, LNA oder GripNA ist. 



21. Verfahren gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass die PNA eine Lange von 
12 bis 20 Nukleotidanaloga, vorzugsweise von 13 bis 16 Nukleotidanaloga, aufweist. 
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22. Verfahren gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass die LNA mindestens ein 
Nukleotid aufweist, welches ein 'locked nucleotide' ist, und das die LNA eine Lange von 
14 bis 30 Nukleotide, vorzugsweise von 15 bis 22 Nukleotide, aufweist. 

23. Verfahren gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass die GripNA eine Lange 
von 12 bis 30 Nukleotidanaloga, vorzugsweise von 14 bis 20 Nukleotidanaloga, 
aufweist. 

24. Verfahren gemaB einem der Anspruche 17 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Molekul-Spezies in der 3'-Region der mRNA oder einer der cDNA-Strange bindet. 

25. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5 und 17 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass 
mehrere Molekul-Spezies eingesetzt werden, die komplementar zu verschiedenen 
Regionen einer oder mehrerer spezifischen mRNA(s) bzw. mindestens eines Stranges 
einer oder mehrerer spezifischer cDNA(s) sind. 

26. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5 und 17 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass 
mindestens eine Molekul-Spezies eingesetzt wird, die komplementar zu einer 
homologen Region verschiedener mRNAs oder cDNAs ist. 

27. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5 und 17 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Molekul-Spezies an ihrem 3'-Ende eine Modifikation aufweist, die verhindert, dass 
eine Elongation am 3'-Ende der Molekul-Spezies initialisiert werden kann. 

28. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Molekul-Spezies ein 
Ribozym ist. 

29. Verfahren gemaB Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Molekul-Spezies ein 
hammerhead ribozyme oder ein hairpin ribozyme ist. 

30. Verfahren gemaB Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, dass das Ribozym 
aus RNA oder einem RNA-Derivat besteht oder Fusionsprodukte solcher Ribozyme 
verkorpert. 
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31 . Verfahren gemaB einem der Anspruche 28 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass die 
zur unerwunschten mRNA oder cDNA komplementare Sequenz der Ribozyme eine 
Lange von 12 bis 30 Nukleotiden, vorzugsweise von 15 bis 25 Nukleotiden, aufweist. 

32. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Molekul-Spezies ein 
DNAzym ist. 

33. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5, 12 und 17, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Molekul-Spezies ein DNA-Oligonukleotid ist und die Globin-mRNA eine alpha 1 Globin- 
mRNA und/oder eine alpha 2 Globin-mRNA verkorpert, wobei das DNA-Oligonukleotid 
eine Sequenz aus der Gruppe von 

a) 5' CTC CAG CTT AAC GGT - Phosphatgruppe - 3' 

b) 5' TAA CGG TAT TTG GAG - Phosphatgruppe - 3' 

c) 5' TAA CGG TAT TTG GAG GTC AGC ACG GTG CTC - Phosphatgruppe - 3' 
aufweist. 

34. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5, 12 und 17, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Molekul-Spezies ein DNA-Oligonukleotid ist und die Globin-mRNA eine beta Globin- 
mRNA verkorpert, wobei das DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aus der Gruppe von 

a) 5' GTA GTT GGA CTT AGG - Phosphatgruppe - 3' 

b) 5 1 ATC CAG ATG CTC AAG - Phosphatgruppe - 3' 

c) 5' GTA GTT GGA CTT AGG GAA CAA AGG AAC CTT - Phosphatgruppe - 3' 
aufweist. 

35. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5, 12 und 20, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Molekul-Spezies eine PNA ist und die Globin-mRNA eine alpha 1 Globin-mRNA 
und/oder eine alpha 2 Globin-mRNA verkorpert, wobei die PNA eine Sequenz aus der 
Gruppe von 

a) N- CTC CAG CTT AAC GGT ~C* 

b) N- TAA CGG TAT TTG GAG -C* 

c) N- GTC ACC AGC AGG CA -C* 

d) N- GTG AAC TCG GCG -C* 

e) N- TGG CAA TTC GAC CTC -C* 
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f) N- GAG GTT TAT GGC AAT -C* 

g) N- ACG GAC GAC CAC TG -C* 

h) N- GCG GCT CAA GTG -C* 

aufweist. 

36. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5, 1 2 und 20, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Molekul-Spezies eine PNA ist und die Globin-mRNA eine beta Globin-mRNA verkorpert, 
wobei die PNA eine Sequenz aus der Gruppe von 

a) N- GTA GTT GGA CTT AGG -C* 

b) N- ATC CAG ATG CTC AAG -C* 

c) N- CCC CAG TTT AGT AGT -C* 

d) N- CAG TTT AGT AGT TGG -C* 

e) N- GCC CTT CAT AAT ATC -C* 

f) N-GGATTC AGGTTG ATG-C* 

g) N- GAA CTC GAT GAC CTA -C* 

h) N-TGATGATTTGACCCC-C* 

i) N- GGT TGA TGA TTT GAC -C* 
j) N-CTATAATACTTCCCG-C* 

aufweist. 

37. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5, 12 und 20, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Molekul-Spezies eine LNA, aufweisend mindestens ein Nukleotid, welches ein 'locked 
nucleotide' ist, ist und die Globin-mRNA eine alpha 1 -Globin-mRNA und/oder eine alpha 
2-Globin-mRNA verkorpert, wobei die LNA eine Sequenz aus der Gruppe von 

a) 5' CTC CAG CTT AAC GGT - Oktandiol - 3' 

b) 5' TAA CGG TAT TTG GAG - Oktandiol -3' 

c) 5' GTC ACC AGC AGG CA - Oktandiol -3" 

d) 5' GTG AAC TCG GCG - Oktandiol -3' 

aufweist. 

38. Verfahren gemaB einem der Anspruche 5, 12 und 20, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Molekul-Spezies eine LNA, aufweisend mindestens ein Nukleotid, welches ein 'locked 
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nucleotide 1 ist, ist und die Globin-mRNA eine beta Globin-mRNA verkorpert, wobei die 
LNA eine Sequenz aus der Gruppe von 



a) 


5' GTA GTT GGA CTT AGG 


- Oktandiol 


-3' 


b) 


5' ATC CAG ATG CTC AAG 


- Oktandiol 


-3' 


c) 


5' CCC CAG TTT AGT AGT 


- Oktandiol 


-3' 


d) 


5' CAG TTT AGT AGT TGG 


- Oktandiol 


-.3' 


e) 


5' GCC CTT CAT AAT ATC 


- Oktandiol 


-3" 



aufweist. 

39. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1, 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Amplif ikation eine in vitro Transkription umfasst. 

40. Verfahren gemaB Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dass sich an die in vitro 
Transkription ein DNase-Verdau sowie die Aufreinigung der cRNA anschlieBt. 

41 . Verwendung von cRNA resultierend aus einem Verfahren gemaB Anspruch 39 oder 40 
in einer Gen-Expressions-Analyse. 

42. Verwendung von cDNA resultierend aus einem Verfahren gemaB einem der Anspruche 
1 bis 38 in einer Gen-Expressions-Analyse. 

43. Verwendung eines Waschpuffers, enthaltend mindestens eine Guanidin-Verbindung in 
einer Gesamtkonzentration von 1 M bis 9 M, wobei die Guanidin-Verbindung Guanidin- 
isothiocyanat in einer Konzentration von 1 M bis 7 M, bevorzugt von 2,5 M bis 6 M und 
besonders bevorzugt von 3 M bis 5,7 M ist, und/oder die Guanidin-Verbindung 
Guanidinthiocyanat in einer Konzentration von 1 M bis 7 M, bevorzugt von 2,5 M bis 6 M 
und besonders bevorzugt von 3 M bis 5,7 M ist und/oder die Guanidin-Verbindung 
Guanidinhydrochlorid in einer Konzentration von 4 M bis 9 M, bevorzugt von 5 M bis 8 M 
ist, in einem Verfahren zur Trennung von einzelstrangigen Nukleinsauren von 
doppelstrangigen Nukleinsauren, bevorzugt in einem Verfahren zur Elution 
einzelstrangiger Nukleinsauren von einer Silicamatrix und besonders bevorzugt in einem 
Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 1 6. 
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44. Verwendung gemaB Anspruch 43, wobei der Waschpuffer weiterhin eine Oder mehrere 
Puffersubstanz(en) in einer Gesamtkonzentration von 0 mM bis 40 mM und/oder ein 
Oder mehrere Additiv(e) in einer Gesamtkonzentration von 0 mM bis 100 mM und/oder 
ein Oder mehrere Detergenz(ien) in einer Gesamtkonzentration von 0 %(v/v) bis 
20 %(v/v), wobei der Waschpuffer einen pH-Wert von 5 bis 9 aufweist, enthalt. 

45. Verwendung gemaB Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass die Gesamt- 
konzentration der Puffersubstanzen 20 mM bis 40 mM betragt. 

46. Verwendung gemaB Anspruch 44 oder 45, dadurch gekennzeichnet, dass die Puffer- 
substanzTris, Tris-HCI, MOPS, MES, CHES, HEPES, PIPES und/oder Natriumcitrat ist. 

47. Verwendung gemaB Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass das Additiv ein 
Chelatbildner ist. 

48. Verwendung gemaB Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass der Chelatbildner 
EDTA und/oder EGTA ist. 

49. Verwendung gemaB Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass das Detergenz 
Tween 20, Triton X 100, Sarcosyl und/oder NP 40 ist. 

50. Verwendung gemaB Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert des 
Waschpuffers in einem Bereich von 6 bis 8 liegt. 

51 . Verwendung gemaB einem der Anspruche 43 bis 46, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Guanidin-Verbindung Guanidinisothiocyanat und/oder Guanidinthiocyanat ist und die 
Puffersubstanz Natriumcitrat ist, wobei der Waschpuffer einen pH-Wert im Bereich von 6 
bis 8 aufweist. 

52. Verwendung gemaB Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, dass der Waschpuffer 
Guanidinisothiocyanat und/oder Guanidinthiocyanat in einer Gesamtkonzentration von 
3,2 M bis 3,8 M sowie Natriumcitrat in einer Konzentration von 20 mM bis 30 mM enthalt 
und einen pH-Wert von 6,8 bis 7,7 aufweist. 
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53. Verwendung gemaB Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass der Waschpuffer 
Guanidinisothiocyanat und/oder Guanidinthiocyanat in einer Gesamtkonzentration von 
3,5 M sowie Natriumcitrat in einer Konzentration von 25 mM enthalt und einen pH-Wert 
von 7,0 aufweist. 
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Fig. 1 
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SEQUENCE LISTING 

<110> QIAGEN GmbH 

<120> verfahren zur reversen Transkri prion und/oder Amplifikation von 
Nukleinsauren 

<130> PA103-PCT 

<150> US 60/489,643 
<151> 2003-07-24 

<160> 33 

<170> Patentin version 3.2 

<210> 1 
<211> 15 

<213> DNA oligonucleotides with a 3' phosphate terminal end 

<400> 1 15 
ctccagctta acggt 

<210> 2 
<211> 15 

<213> DNA oligonucleotides with a 3' phosphate terminal end 

<400> 2 15 
taacggtatt tggag 

<210> 3 
<211> 30 

<213> DNA oligonucleotides with a 3' phosphate terminal end 

<400> 3 30 
taacggtatt tggaggtcag cacggtgctc 

<210> 4 
<211> 15 

<213> DNA oligonucleotides with a 3' phosphate terminal end 

<400> 4 15 
gtagttggac ttagg 

<210> 5 
<211> 15 

<213> DNA oligonucleotides with a 3' phosphate terminal end 

<400> 5 15 
atccagatgc tcaag 

<210> 6 
<211> 30 

<213> DNA oligonucleotides with a 3' phosphate terminal end 



<400> 6 

gtagttggac ttagggaaca aaggaacctt 



30 
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<210> 7 
<211> 15 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 7 15 
ctccagctta acggt 

<210> 8 
<211> 15 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 8 15 
taacggtatt tggag 

<210> 9 
<211> 14 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 9 14 
gtcaccagca ggca 

<210> 10 
<211> 12 

<213> pna with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 10 12 
gtgaactcgg eg 

<210> 11 
<2U> 15 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 11 15 
tggcaattcg acctc 

<210> 12 
<211> 15 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 12 15 
gaggtttatg gcaat 

<210> 13 
<211> 14 

<213> pna with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 13 14 
acggacgacc actg 

<210> 14 
<211> 12 
<212> DNA 
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<213> pna with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 14 12 
gcggctcaag tg 

<210> 15 
<211> 15 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 15 15 
gtagttggac ttagg 

<210> 16 
<211> 15 

<213> PNA with a 5* amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 16 ir 
atccagatgc tcaag 

<210> 17 
<211> 15 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 17 c 
ccccagttta gtagt 

<210> 18 
<211> 15 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 18 . r 

cagtttagta gttgg 

<210> 19 
<211> 15 

<213> pna with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 19 -i r 

gcccttcata atatc ±0 

<210> 20 
<211> 15 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 20 - r 

ggattcaggt tgatg X3 

<210> 21 
<211> 15 

<213> PNA with a 5* amino terminal end and a 3 1 carboxy terminal end 

<400> 21 - r 

gaactcgatg accta XD 



3 
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<210> 22 

<211> 15 

<212> DNA . _ 

<213> pna with a 5' amino terminal end and a 3* carboxy terminal end 

<400> 22 
tgatgatttg acccc 

<210> 23 

<211> 15 

<212> DNA . . , 

<213> PNA with a 5 ! amino terminal end and a 3' carboxy terminal end 

<400> 23 

ggttgatgat ttgac 15 

<210> 24 

<211> 15 

<212> DNA . n 

<213> PNA with a 5' amino terminal end and a 3 1 carboxy terminal end 

<400> 24 

ctataatact tcccg 15 

<210> 25 
<211> 15 
<212> DNA 

<213> LNA with an octandiol group at the 3' end 
<400> 25 

ctccagctta acggt 15 

<210> 26 
<211> 15 
<212> DNA 

<213> LNA with an octandiol group at the 3' end 
<400> 26 

taacggtatt tggag 15 

<210> 27 . 
<211> 14 
<212> DNA 

<213> LNA with an octandiol group at the 3 1 end 
<400> 27 

gtcaccagca ggca 14 

<210> 28 
<211> 12 
<212> DNA 

<213> LNA with an octandiol group at the 3' end 
<400> 28 

gtgaactcgg eg 12 

<210> 29 
<211> 15 
<212> DNA 

<213> LNA with an octandiol group at the 3' end 

4 



WO 2005/010209 



PCT/EP2004/008363 



<400> 29 15 
gtagttggac ttagg 

<210> 30 

<211> 15 

<212> DNA „ , _ | , 

<213> LNA with an octandiol group at the 3 end 



<400> 33 
gcccttcata atatc 



15 



<400> 30 
atccagatgc tcaag 

<210> 31 
<211> 15 

<212> DNA _ , 

<213> LNA with an octandiol group at the 3 end 

<400> 31 -i c 

ccccagttta gtagt 

<210> 32 
<211> 15 

<212> DNA ^ I > | i 

<213> LNA with an octandiol group at the 3 end 

<400> 32 ir 
cagtttagta gttgg 

<210> 33 

<211> 15 

<212> DNA n , , 

<213> LNA with an octandiol group at the 3 end 



15 



5 
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